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La prisente invcndon conccme un proc£d£ microbiologique pour la 
prfparadon de la s^rum albumine humaine (SAH) par culture d'une levure, parti- 
culi^ement du genre Kluyveromyces- loodifife par Tutilisation des techniques de 
FADN recombinant 

La SAH est une prot^ine de 585 addes amines, d'unpoids moI6culaire 
de 6&000 daltons, se pr£sentant sous fonne nionomire globulaire et non gIycosyl6e. 
. Sastnictureglobulaireestmaintemieparl7pontsdisulfi^ 
quentielle de 9 boudes doubles \ Les gines codant pour la SAH sont connus pour 
toe hantement polymorpbes et phis de 30 variants g6n6tiques apparemment 
diffirents ont 6x6 rep6r6s par analyse £ lectrophor£tique dans des conditions vari6 es^. 
Le gtac de la SAH est ooupi en 15 exons par 14 sequences introniques et comprend 
16 961 sadtetides du site de "capping" suppose jusqu'au premier site d'addition de 
prfy(A). 

Ualbumine hmnaine est synthdtis^e dans les hdpatocytes du foie puis 
s6cr6t&i^ dans le flux sangoiaCest laprotfiinelaplusabondantedusangavecune 
concentiBtiond'eiiviron40g/litredes6rum; flyadoncenvironl60gd'albumine 
dradantedansleooipslnunain&toutmoment Lerdleleplusinqx>rtantdelkSAH 
est de maintenir une osmolaritf nonnale du flux ^^n gi^n EUe pr£sente 6galement 
une capadtf exceptionnelle de liaison pour diveises substances et joue un rdle aussi 
bien dans le tran^rt endogftne de moldcules hydrophobes (tels que les st£ roldes et 
les selsbiHaires) que dans celui de diS£rentes substances thirapeutiques qui 
aiid itie transport£es & leurs sites d'action req)ecti&. De plus, la SA^ 
ment xn^liqufie dans le catabolisme des prostagiandines. 

La synth^ de SAH dans les b£pathocytes conduit d'abord & un pr£- 
curscur, la pr£pro-SAH, qui contient une sequence signal de 18 addes amines 
diii^sant le potypeptide naissant dans la vde de la s6cr6tion. Cette sequence signal 
estooiq>£e,probablemcnt par un processus co-translationnel, avant quelaprotfme 
ne sott rdaigude du r6ticatum endoplasmique. Ce premier divage prot£oIytique 
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donne le prficurseur proSAH qui contient encore k son extr6mit6 N-terminale, un 
hexapeptide (Arg-GIy-Val-Phe-Arg-Arg) qui tf estpas nonnalementpr&ent dans la 
forme mature de la SAH drculante. 

line convertase, probablement situ^e dans le corps de Golgi, enlfeve 
le propeptide au cours d'une deuxi&me 6tape de prot£olyse en coupant le peptide U6 
k la partie N-tenninale de Tadde aspartique de la SAH ^ \ Toutefois, la pro- 
albuminehumaine immature peutreprfisenterlamoiti^decelledu flux sanguinchez 
de rares individus h£t£rozygotes qui portent une mutation h£r6ditaire dans la 
sequence du propeptide, voire meme de toute Talbumine chez certains homozygo- 
tes extr&mement rares ^ L'un de ces variants est d6sign6 sous lenom deproalbumine 
Christchurch et commence avec la sequence Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Gln-Asp- HanQ 
lequel la substitution Arg"^ -> Gin empeche la coupure du propeptide ainsi mut6* 
D'autres variants appelfaproalbumine lille^etTakefu'ont respectivementles se- 
quences N-terminales suivantes : Arg-Gly-Val-Phe-Arg-His-Asp et Arg-Gly-Val- 
Phe-Arg-Pro-Asp. Dans chacun des cas, la mutation observe e conceme la paire des 
addes amines basiques Aig-Aig qui pr6c&de immfidiatement Falbumine humaine 
mature et provient du changement d'une seule base dans le codon arginine ^ 

La coupure apr^ une paire d^addes aminds basiques est un point 
essentiel dans la maturation d'autres prot£ines, y compris dliormones peptidiques, 
de neuropeptides et des protfiines du plasma autres que la SAH Rdcemment, il 
a 6x6 ddcrit que la convertase qui coupe la proalbumine en albumine dans le foie est 
probablement trhs prodie de la protdase yscF de la levure \ Cette thiol protease, 
caldum d£pendante, est codde par le gdne KEX2 de^. cerevisiae et est probable- 
ment li6e k la membrane de I'appareil de Golgi. Elle est connue pour Stre impliqude 
dans la maturation de la phdromone appeld &cteur alpha et dans celle de la toxine 
"killer", puisque les mutants is;^de S. cerevisiae sont incapables de couper lespro- 
protfines respectives au niveau du couple d'addes amines basiques Lys-Arg ^* De 
plus, on peut d£montrer que Fenzyme de levure codfe par le g&ne KEX2 reconnalt 
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correctement et coupe la pros£quence nonnale (Arg-Ars) de ralbumine in vitro, 
mais ne coupe pas la pros^quence mut^ (Arg-GIn) de la proalbumine Christ- 
dxurcfa^.Uneconvertase analogue&laprot^aseyscF a 6x6 r£ceinmexitd6crite comme 
cod6e par le g&ne K£2U. de lastui ^ . Au vu de ce r^sultat, la capacity de ces levures 
pour maturer CDirectement ralbumine bumaine recpmbinante et la s£a£ter, a 6i6 
tcstfc. 

Ualbumine. rq>r£sente 40 % du marchf mondial des prot6ines 
plasmatiques. Son int£rftt commercial r^de dans le fait que ce produit est large- 
ment utOisi, par exeixq>le, dans des solute dits de remplissage pour compenser les 
pertes de sang au cours d'acte diiruigical, d*accident ou d*h£morragie, et i des doses 
pouvant atteindre plusicurs dizaines de grammes par jour et par individu. 

Jusqu'&pr6sent,IaSAHestg^ralementproduiteparlestechniques 
dassiqucs de firactionnement du plasma provenant d e dons d e sang la consomma- 
tionnTondiale annneTle de plasma itantvoisine de94 xlO^ litres. EUe pent aussi 
6trc extTBXte da placenta humain selon la tedmique ddcrite par J. Liautaud et aL ^ 

Le ddveloppemeztt du ginie ginitique et des nouvelles techniques 
d'eactractioiiietdepurificaticmaouvertlapossibiUtdd'obtenirdespro^ 
de pltis hante puret£, de meiDeure stability, sans contamination virale (par exenq)Ie 
h£patiteBetSIDA)et&miprixderevientphisfiaible.Toutefois,m 
peif ormantbasf sur le g^eg£n6tique n'est aujounfimi connu permettant d'obtenir 
la SAH k rdchelle industrieDe dans des conditions tomomiquement rentables. 

Ced est essentiellement dfl iFabsenoe d^m couple hdte/vecteur per- 
formant qui permette la production inq>ortante d'une albumine s6cr6t£e, correcte* 
ment maturfe, poss£dant une structure tertiaire conforme et ayant les propri£t& 
pfaysioo^bimiques de Falbmnine faumaine native. 

M&me si l*utilisation de cultures de cellules de mammifferes pent ap- 
paraltre coxnme le cboix id6al pour rcjqn-ession des protdines humaines, le prix de 
xevient ifmi tel procfdd serait bien supirieur au prix de vente de I'albumine 
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phannaceutiquc". Comme ce produit est en g6ndral present par dizaihes de 
grammes et i un coiit tris bas, la production biotechnologique dc la S AH n'apparait 
realisable qu'avec des syst&mes de fermentation miaobienne. 

Jusqu'a une 6poque rdcente, la grande majority des experiences de 
g6nieg6n6tiqueontutilis6£t£Qli comme organisraehdte pour la productionparvoie 
microbienne de prot£ines het^rologues economiquement importantes. M&me si ce 
typt de procddd est apparu satisfaisant pour un bon nombre de prot^ines h6t6rolo- 
gues, tous les efforts pour produire la SAH dans des conditions £conomiquement 
acceptables en utilisant cet organisme n'ont €t6 que partiellement couronn£s de 
succ&s. 

Uun des probl&mes majeurs associ6 k Tutilisation de E> reside 
dans le fait que cette bact£rie est, dans la majority des cas, incapable d'exaeter les 
protfines b6teroIogues dans le milieu de culture et que celles-d s'accumulent dans 
lecytoplasme^lepeiiplasmeet les membranes. Laproteinerecherch^edoit done 
toe sdparfe des constituants cellulaires, ce qui conduit k des procdd^s complexes 
et codteux. De plus, £^ produit des endotoxines et des pyrogdnes qui peuvent 
contaminer les prot^ines produites. Pour cette raison, la plus grande attention doit 
fitre port6e pendant la purification du taux residue! d'endotoxines dans le produit 
final, sp6cialement s^il est utilise comme mddicament 

Les proteines s^cretees par leur hdte naturel perdent souvent la pro- 
priety de se replier correctement si elles sont synthetisees et accumuiees dans le 
cytoplasme. En general, la secretion est requise pour permettre la formation des 
pontsdisulfures comme ceuxpresentsdanslaSAR Le fait que laSAHproduitedans 
£^£Qline soitpassecretee conduit ainsi^sa precipitation intracellulaire sous forme 
insoluble". En consequence, aprfes extraction k partir des cellules bacteriennes, 
celle-d doit Stre denaturee puis renaturee in vitro. 

De plus, ^ ne possi de pas la machinerie cellulaire permettant de 
realiser les modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles spedfi- 
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ques des organismes eucaiyotes, y compris lltomme. En ce qui conceine la SAH, il 
semblg iKffidle d'eaqyrimer 1 un taux satisfEtisant dans E. coli le pr^cursgur naturel 
de SAH, c^est-&-dire la pr6pr(>SAH. D'autrc part, des proalbumines artificielles 
dans lesquelles le g&ne de structure de la SAH a £t£ fusionnd k 6es signaux de 
3 s6cr£tion d6riv^ des g&nes bactiriens I2a£ ou fimzA sont en g£n£ral maturfs de 
f&qoea inconq>I&te L'e;q>ression de la SAH sans la pr6s£quence, (fest-i-dire sous 
forme Met-SAH, montre que le r6sidu m£ thionine N-tenninal n'est pas exdsf par 
la methionine axninopeptidase de £a £qU (MAP) En consequence, la SAH d e^ 
coll n e pent pas ^tre obtenne sous forme mature in vivb et doit &tre modifide in vitro. 

10 par coupure txypsique, afin d'exdser une sequence leader deriv6e d'un phage et ce 
qyrte d£natuiation et renatuxation iiLsitiQ ^\ 

Encequi concerneles autreshdtesbacteriens, des travaux concemant 
la secretion de SAH dans fiaoUus suhtilis out 6x6 ricemment publi6s". Bien que 
cette 6tude indique qu'un oiganisme procaxyote td que B. subtilis poss^e le 

15 potentielpoursecr6terdesprot6ineshuinainesdehautpoidsmoieculairecomme la 
SAH» elle montre aussi que rexcrf tion dans le milieu de culture ne peut fttre obtenue 
qa*m ptilisant des protoplastes de B. subtilis. dest-ft-dire des cellules dont la pami 
celhilaire normale a 6t6 digerfe par traitement enzymatique. De plus, le pourcen- 
tage de la SAH modiCte est tzxversement proportionnel au taux de protfine produitc: 

20 &desmveanxd'e3q>ression£leves,IaplusgrandepartiedeSAHrecombiii^ 

sous formje rmmature'*. En outre, aucune donnie concemant les propri6t6sphysico- 
dnmiques de la SAH recombinante de£. subtilis n'a iti mentionn6c. D*autre part, 
le niveau d'excrition de SAH obtenu par oe microorganisme est trte fai^ 
des quantites de SAH d6tect6es par utilisation de m6tbodes immunologiques dans 

25 ks aunageants de culture^. 

Uutilisation de syst&ines microbiens eucaryotes tels que les levures ou 
les cfaan^ignons repr6sente une alternative int6ressante d'utilisation dlifites bact6- 
liens poor la preparation de proteines heterolpgues. En effet, ces organismes pos- 
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sfedent toutes les caractfiristiques de structure et d'organisation cellulaire des 
organismes cucaryotes plus complexes, telles que les cellules de mammiftre. En 
particulier, les levures sont capables de r6aliser les modifications post-transcription- 
nelles et post-transductionnelles importantes pour Tactivite de nombreuses protfii- 
3 nes.En outre,les levures sontbienconnues ^Fichelle industrielle : ellespeuvent 6tre 
cultiv£es k haute density cellulaire, elles ne sont pas pathog&nes, ne produisent pas 
d'endotoxines et sont utilis^es dans Tindustrie alimentaire depuis tr^ longtemps. 
Enfin, contrairement aux cellules de mammif&res, les manipulations g^ndtiques sur 
les levures sont faciles i r6aliser et les donn6es de la g6n6tique dassique et 

10 moI6cuIaire sont nombreuses. 

Le tenne levure est frfiquemment employ^ pour Saccharomyces 
cerevisiae. oulevure duboulanger, quiconstitue I'une des espdces lesplus communes 
et les mieux connues. n est entendu dans ce qui suit que le terme levure s'applique 
k d'autres genres et n'est pas restreint k I'esp&ce ^. cerevisiae. 

13 La s6cr6tion de la SAH dirig£e par son propre peptide signal sous le 

contrdle du promoteur de la ch£latine a pu dtre mise en Evidence dans S- cerevisiae 
k des taux maximaux d'environ 1 % des protfiines totales^. Toutefois, le matgriel 
reconnu par les anticorps anti-SAH d£crit dans cette 6tude reste assodS k la cellule 
et n'est pas export^ dans le sumageant de culture. De plus, aucune caract£risation 

20 d6taill£e de la protiinerecombinante n'est rapportie. 

La production de la SAH dans la levure de brasserie en utilisant un 
proc£d£ post-fermentaire lors de la £abrication de la bi&re a £galement £t£ 
mentionn£e ^. De nouveau aucune donnge quantitative ou qualitative concemant 
le produit obtenu n'a £t6 d&rite. De plus, ce proc£d£ conduit k I'expression de Met- 

25 SAH, c'est-i-dire ffun allMe de la SAH dfimarrant par Tadde amin6 methionine 
juste en amont de la sequence de I'albumine mature. Uabsence d' une sequence 
signal empgcbe la s6cr6tion et la maturation de la SAH recombinante et provoque 
I'accunmlation d'une albumineintracellulairedont la structure tertiaire n'a pas £t6 
caract^risge. De plus, I'absence de methionine N*terminale dans le produit final n'a 
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pas 6x6 montr^e. 

La i>r£sente invention d£crit Tobtcntion de soucbes de levures modi- 
fies par g6me ginitique pouvant fttre cultivies en niasse et capable de produire et 
d'excr£ter efficacement dans le milieu de culture la SAH dans sa conformation 
^ Mtnrtlle > 

Un syst^mc d*eq>ression prif6r6 implique des levures du genre Hilt 
yeromyces comme bdte et utilise des vecteurs d6riv6s duplasmide naturelpKDl de 
K. manriamis var, drosophilarunL 

Les levures du genre Khiweromvces et en particulier 1^ mandanus 

10 (induant les vari6t6s lactis et mandanus qui, dans ce qui suit, vont toe appelies i 
lactis etlk ^^g ilis^ sont des organismes importants et d'un int6r5t commercial con- 
sid6xabte dans Tindustrie biotedmologique* IC lactis et K*.&a£ili&sontutiIis6es,par 
exenq>le» pour la production commerdalederenzyme lactase (p*galactosidase). Ces 
levures sont cs^>ables de crottre sur lactoserum, un sous-produit majeur de Tindus- 

13 trift lnlti»ri> Pliisieiirs smiches de Khiyveromyces sont utilisfes pour la production 
k grande 6chelle de "protiines d'origines umcelhilaire' (P.O.U.) qui jouent un rdle 
inqKHTtant dans Falimentation du bitaiL Enfin, les oiganismes du genre Kluyveromv- 
ces sont mentionnfe sur laliste GHA^. (Ccenerally^ecognize^AsSafeX ce qui re- 
prisente un £acteur important en vue de la production de pfoduits de quality 

20 idiarmaceutique. 

Contrairementaux pTOgrteinqx>rtants r£alis£s dansledoniai^ 
la g£n£tique moI£culaire de S- cerevisiae. les techniques de manipulation ginitique 
n'ont£t6d6velppp£esquericemment chez Khiyveromvces ,Trois types devecteurs 
de donage ont £t£ dicrits cbez cet organisme : 

25 i) des vecteurs int£grati& contenant des sequences bomologuesde 

r6gions du genome d e TQuyveromvces et qui, sprhs introduction dans les cellules, 
s'lnt j^grfent dans les chromosomes de Kluweromvces par recombinaison in vivo. Uin- 
tdgration, bien qu*£tent un £vinement tris rare n£cessitant la presence d'un 
marqueor de si lection efScace, est d)temie lorsque ces vecteurs ne contiennent pas 

30 de sequence pennettant une replication autonome dans la oelhile. Uavantage de ce 
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systfcme est la stability des souches transformdes, c*est-i-dire le fait qu'elles puissent 
fttre cultiv6es dans un support nutritif normal sans le besoin d'une pression de 
selection pour le maintien des sfiquences int6gr6es. Uinconv6nient est toutefois que 
les gSnes int6gr6s sont seulement pr&ents i une ou, au mieux, i un petit nombre de 
5 copies par cellule, Le fiaible dosage des gfenes rfisulte souvent en un faible niveau de 
production d*une prot6ine hfitirologue. 

ii) des vecteurs rdplicatifis contenant des sequences de replication au- 
tonome (ARS) d^rrv^es de I'ADN g^nomique de Kluweromvces sp, (KARS). 
De tels vecteurs ne scmblent pas tr&s int&essants puisque leur s6gr6gation lors de 

10 la mitose est trfes pen homog&ne, ce qui r6sulte en leur perte Sl un taux 61ev6, meme 
lorsque celles-d sont cultiv^es sous pression de s61ecdoa 

iii) des vecteurs r^plicatiEs contenant des ARS d6riv6s de plasmides 
naturels de levure, soit du plasmide lin4aire " killer " pGKl-1 isol6 deJL lactis 
soit du plasmide drculaire pKDl isol6 de £. drosophilamm^ . Les vecteurs conte- 

15 nant des sequences ARS dfirivfies du plasmide linfiaire " killer " tfont pas d'utilitd 
pratique en vue de la production en masse de protfiines hetSrologues puisqu* un 
milieu nutritif particulier est n£cessaire & leur maintien et puisqu'ils sont perdues 
k\m Uux de 40-99 % dans ime population donnfie aprfes seulement 15 generations, 
m6me sous pression de selection**. Lesyst&me vecteur le plus cfEcace pour la trans- 

20 formation du genre Kluweromvces decrit jusqu'alors est derive du plasmide 
endoginepKDl: des constructions contenant la sequence entifere depKDl peuvent 
etre transformees k haute frequence, sont presentes dans la ceUule k 70-100 copies, 
ct, ce qui est le plus important, ont une stabilite assez eievee en conditions non 
seiectives.Neanmoins,ref5cacit6 desvecteursdecrits dans lademandeEP 0241435 

25 demeure limitee k des applications de recherche dans la mesure ot des fermenta- 
tions k rechelle industrielle requierent une stabilite du plasmide pendant au moins 
40 generations. MSme le vecteur le plus performant (P3) decrit dans la demande EP 
0 241 435 est perdu par environ 70 % des cellules d'une population donnee aprfes 
seulement six generations en milieu non seiectif ^, Bien qu'il soit techniquement 

30 possible de maintenir une pression de selection k grande echclle, Tutilisation d'un 
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milieu silecdf r6sulte souvent en une density cellulaire fortement diminufe, et 
ii£cessite le recoors k des souches bien difinies ce qui rend cette approcbe moins 
attxayante et plus onireuse* De plus, la demande EP 0 241 435 ne contient pas un 
seul exeiiq>Ie d*expressi(m de prot^ ine h£t6roIogue d'int£r£t commerdaL Ea fait« le 
3 seulg&zie*h6t6rologue*'doQt re?q)ressionestd£moiitr£ejtpartird 

de pKDl est le gine yRA3 de la levure S. cerevisiae. II reste done & prouver que 
rintroduction dans pKDl d*un g&ne non issu d'une levure, par exemple un gftne 
d*origine mammiftre, et sa sure3q)ression dans Kluweromyces n'entralnent pas une 
instabilitf accrue du plasmide. 
10 Un objet de la prisente invention est Tobtention de nouveaux vecteurs d'ex- 

pression c^>ables de transformer des levures du genre Khiyveromvces et poss^dant 
des caract£ristiques de stabilit6 nettement ^xp£rieures & celles mentionn£es dans la 
demande EP 0 241 435 • II sera d£montr£ que les nouvelles constructions sont 
maintemies&hautnombredeo^ies dans 85-90% des cellules ^is 50 generations 
15 de craissanoe en milieu non silecdL II est ainsi possible de produire des protiines 
bdtdrologues k partir de vecteurs multicopies stables en utilisant des souches 
industrielles du genre KInyveromvces. qui ont 6x6 utilisees pendant de nombreuses 
annees en raison de leurs propriet^s q^nimales de croissance et k des densit6s 
ceDubires Oevies. 

2d La stabilite 61ev6e des vecteuis dfcrits dans la presente invention a 6x6 

obtenue en exploitant jrieinement les caract6ristiques du plasmide pKDl. Les 
vecteun derives de pKDl different de tous les autres vecteurs connus de Kluyvero- 
myccs en ce qu'Os sont caracterises par un systime specialise de replication respon- 
sable de ieur maintien ^able k baut nombre de copies. En plus d'une origine de 

25 replication (ARS), ce systeme conq>rend deux sequexu:es repetees-inversees, c^ 
Gune de 346 nudeotides de Irag, et trois phases ouvertes de lecture (g^nes A> £ et 
Q qui font partie integrante du plasmide Par analogic avec le systime plus etudie 
du plasmide ^ de S. cerevisiae qui est structurellemem proche, les proteines codecs 
par deux de ces g&nes (B et £) sont Vraisemblablemem inq)liquees dans la partition 

30 du plasmide lors de la mitose et pouiraient jouer un rdle dans la regulation negative 
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du gfene A codant pour une recombinase k site spidfique (FLP)^. n a 6t€ inontrd 
que la recombinaison FLP-d^pendante entre les sequences rtp£t6es inverse es de 
FADN de 2 ^ fait passer le plasmide d'un mode de rfiplication rdgulier (un 
doublement des plasmides 2 ji par division cellulaire) ^ un mode de replication du 
5 type * rolling circle" (amplification du nombre de copies k environ 50 copies par 
cellule)^. Cette alteration du mode normal de replication est induite aussitdt que 
le nombre de copies du plasmide devient trop bas pour pcrmettre la production de 
quantitds suffisantes des produits des gfenes fi et £ qui agissent comme ripresseurs 
du gfene A codant pour la recombinase FLP. Par ce mecanisme, le nombre de copies 

10 du 2^ (et tr&s probablement de plasmides strucmrdlement semblables tels que 
pKDl) est maintenu k des niveaux 61ev& de f^gon autordguiee et est ind6pendant 
de la presence d*un marqueur de selection. 

Les vecteurs precedemment publies dans la demande EP 0 241 435 
soitcontiennent seulementimepartie depKDl (A15) soitungine Ainterrompu (PI 

15 etP3 pour lesquelsle site dedonage PstI est situe dans la sequence codantedug&ne 
A ^ detruisant ainsi le systftme de replication autoreguie qui est une des caracte- 
ristiques du plasmide residant pKDl. Au contraire, les constructions plasmidiques 
derivees de pKDl decrites dans la presente invention respectent Tintegralite 
fonctionnelle de toutes les phases ouvertes importantes de pKDl. En consequence, 

20 la stabilite des plasmides decrits d-apr^s est considerablement renforcee par 
rapport aux plasmides PI et P3 et le nombre de copies des nouveaux vecteurs est 
maintenu k un niveau eieve dans toute la population cellulaire. 

Dans la presente invention, le terme SAH sera utilise pour designer 
toute albumine du serum d'origine humaine ou pour toute proteine isoiee k partir 

25 de cellules de levure et presentant la meme sequence d'addes amines, la meme 
structure tertiaire et les mSmes proprietes physico-chimiques que la SAH naturelle 
d'origine humaine. 

La presente invention conceme la creation par genie genetique de 
nouveaux vecteurs permettant la production de SAH sous une forme facflement 

30 purifiable en utilisant des cellules de levure comme hdte eucaryote microbien. Le 
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proG6d6 de producdoD est caiact£ris6 par une excretion e£Bcace de SAH mature, 
native dans le milieu de culture des dites levures, ce qui facOite consid6rabIement 
la purificatibn de la prot£ihe recombinante. La production de SAH est obtenue en 
cultivant des levures transfonndes par un plasmide recombinant conq)renant une 
5 rdgion de dtmarrage de la transcription et de la traduction fonctionnant efficace- 
meat dans Yb6xc et une phase ouverte de lecture codant pour la SAH pr6c£d6e d'un 
peptide signal dirigeant la prot^ine recombinante dans la voie de s^cr£tion desdites 
levures. 

Selon la pr£sente invention, les nouveQes constructions induent des 
10 cassettes d'ezpression contenant le gine structural de la SAH. Les constructions sont 
habitueOement prdpar^es de f^qon sfquentielle en emplpyant les vecteurs appro- 
pri£s» jQsqu*& ce que les il6ments indi^nsables k Texpression, la s£cr6tion, ou au 
. maintien du plasnoide soieot combin6s pour former un vecteur qui pent alors &tre 
introdiiit dans le(ou les) h6te(s)purifi£(s)de{ason&eq>rimer^ 
1 5 d6sir6e. Les bdtes employes sont d'oiigine microbiologique eucazyote, en particulier 
des levures. plus particuH&rement des genres Saccharomvces ou Kluweromvces et 
de prtfdrence de Tesp^ Khiyveromyces mandamis induant toutes ses vari^t^s, en 
particulier K. marrianus var. la^tiSp Ainsi, selon la pr6sente invention, les construc- 
tions qui sont pr6par6es et d£crites ont valeur d'exemples dans les organismes 
20 eocaxyotes d'origine microbiologique, mais sont destindes de prd££rence k 

Les hdtes particulien k enqiloyer seront pr£f6rentiellement des 
soudbes industrielles stables, atteignant des hautes densit£s cellulaires dans les 
milieuz a p pr o pii fe et caract6ris6es par un niveau ilevf de production. 

23 La sequence oodante pour la SAH pent £tre obtenue de diveises 

£BSons» la phis simple consistant k isoler des ARN messagers de foie himiain et k 
syntb6tiser leurs copies sous forme d* ADN compldmentaire ( ADNc). Les sequences 
denies peuvent ensuite fttre modifides par diSdrentes mdthodes telles que la 
inntflgftnfeiein vitro, r£longationd'amorces.la restriction, Finsertiond'adaptateurs 

30 ou la Egatnre avec des oUgonuddotides de raccord. La sequence codante peut £tre 
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adapt6e, par exemple, k I'usage des codons chez la levure pour optimiser TefGcacit^ 
de la synthase protfique (traduction). 

AFextrdmitd N-terminale dela sequence protfique, un peptide signal 
pent fttre introduit de fa^on k dinger la prot6ine en cours de syntb&se dans la voie 
de s6 crdtion de la cellule h6te. Cette sequence-signal peut correspondre k Tcxten- 
sion N-terminale naturelle de I'albumine ou peut &tre obtenue ipartir de g^nes de 
levure tels que ceux codant pour laphdromone alpha ou la toxine " killer 

De plus, une pros^quence, codant pour une autre extension peptidi- 
que, peut £tre intercal6e entre la s6quence-signal de sdcrdtion et la sequence 
codante de Talbumine mature. Cette sequence est normalement jointe k la sequence 
codante par rintenn£diaire d'un site de coupure d'lme protease sp6cifique impli- 
quant en g6n6ral au moins deux addes amines de type basique , de pr£f£rence Lys- 
Arg ou Arg-Arg. 

La cassette d'e3q)ression comprendra une region de dimanage de la 
transcription et de la traduction jointe k rextrdmitf 5' tenninale de la sequence 
codante, de £a^n k dinger et k rdguler la transcription et la traduction de la dite 
s£quence.Le choixde ces rigionspromotrices pent varier enfonctionde llidte utilise 
en particulier. Gineralementi ces sequences sont choisies parmi les promoteurs 
derives d es g&nes de levure. Dhm int^rSt particulier sont certaines regions issues de 
g&nes glycolytiques de levure du type Saccharomyces ou Tauyveromvces. tcUes que 
les gines codant pour laphosphog^yc^rate kinase (PGK)j la giIyc6raldebyde-3*phos- 
phate deslrydrog£nase, la lactase, I'dnolase, I'alcool desl^drogSnase, etc Cesrfgions 
de contrdle peuvent &tre mod2fi6es, par exemple par nmtag6n^ in vitro, par Fin- 
troductiond'ei£ments additionnels de contrdle ou de sequences synth£tiques ou par 
des d616tipns. Par^xemple, des 616ments de regulation de la transcription, telles que 
les regions dites UAS (\ipstream activating sequences") provenant d'un autre pro- 
moteur comme celui du gine GALIO de S. cerevisiae ou LAC4 de K. lactis peuvent 
£tre utilises pour construire des promoteurs hybrides qui permettent de dissoder la 
phase de aoissance d'une culture de levures de la phase d'expression d'un g&ne he- 
terologue enfonction dela source carbonique dioisL Unere^onpermettantune ter* 
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nnnaison de la traduction et de la transcription fonctionnelle dans FhAte envisage 
sera po^donnte en 3' de la sequence codante. 

La cassette d'expression ainsi constniite sera fusionnde i un ou plu- 
sieurs marqueurs permettant de sdlecdonner Thdte tiansfonnf. Les xnarqueurs 
5 pr£f6r6s dans la levure scmt des marqueurs dominants, c*est-^-dire conf £rant une r6- 
sistance k des antibiotiques conmie la g6n6ticine (G418) ou tout autre compos6 
toodque tels ^e des ions cuivre, dans la mesure oil ceux-ci peuvent 6tre utilises sans 
q>6cificit£ (fb6te partidiliire. Ces gines de resistance seront places sous le contr61e 
de signaux iqq)Topri6s de transcription et de traduction dans Ilidte consid6r£. 

10 Uensemble oonstitui par la cassette d'expression et par le marqueur 

de selection peut 6tre utOisd soit pour transformer I*hdte directemcnt, soit peut &tre 
insM SOT im plasmide vecteur. Dans le cas d'une transformation directe, des 
sequences faomologues k des rd^ons pr^sentes sur un chromosome ou sur un 
plasimde rfi^dantsom Euaonntes jtcetensemble. dites s^q^^ 

15 de diaqoe c6t6 de la cassette d'e^qrression de £a$on k induire une insertion au site 
bomol0gue par recombinaison in vivQ. Si la cassette d'e:q)ression est ins£r6e sur un 
plasmide vecteur^ elle devra toe comlnn6e k un syst&me de replication fonctionnel 
dsBS Ilkke 6pnsid6r6. Un systftxne de r6plicadon pr6f6re pour Huweromvces est 
derive dn jdasmide pKDU imtialement isoie dej^ drosophilanim Un systime 

20 prffere de rfplieatjon pcnir Saccharomvces est derive du plasmide de levure 2 ji. Le 
plannide d'expression peut oontenir tout ou partie desdits syst^mes de replication 
on peut oomtriner des elements derives de pKD 1 aussi bien que du plasmide 2 p. Les 
oonstructioos pref erees sont celles qui oontiennent la sequence entiire du plasmide 
pKDl lorsqae rcq>ression dans Khiweromvces est recherchee. Plus particuliere- 

25 ment, les constructions preferees sont celles le site d'insertion des sequences 
etrangeres dans pKDl est localise dans une region de 197 pb situee entre le site Sad 
(postdon 4714 de la fmne B de pKDl ^ et Mstn (position 154 de la forme B de 
pKDl on & Tun de ces deux sites. 

Pour plus de cozmnodite, le plasmide peut etre un vecteur navette : 

30 oomme tel, il peut Stre transfere k im hdte bacterien tel que £.J321L ou il peut etre 
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manipulf plus facilement que dans la levurc k chaquc 6tape de constnictioiL Dans 
ce cas, une origine de rfiplication et un marqueur de selection fonctionnant dans 
rh6te bact€rien sont requises. n est 6galement possible de positionner des sites de 
restriction qui sont xiniques sur le vecteur d*expression de f agon qu'ils entourent les 
sequences bactfiriennes. Ced pennet de supprimer Torigine de r6plication bactfi- 
rienne par coupure ct religature du vecteur avant transformation des cellules de 
levure , ce qui peut r6sulter en une augmentation du nombre de copies et en une 
stability accrue du plasmide* Des sites pratiques tels que y-GGCCNNNNNGGCC- 
3' (SBI) ou S'-GCGGCCGC-y (NotI) peuvent par exemple etre utilises dans la 
mesure oil ils sont extr&mement rares chez la levure et g^neralement absents sur un 
plasmide d'expression. Ces sites peuvent &tre introduits sur le vecteur par mutagd- 
nbse dirig£e par oligonudtotide ou par I'addition d'oligonud£otides de raccord 
sp6cifiques. 

Une fois termin6e la construction du vecteur d'e3?)ression. celui-d 
sera introduit dans Vh6tc d€sk6. Divers protocoles de transformation ont 6X6 ddcrits 
dans le cas des levures'^. Les transformants peuvent alors &tre mis en culture dans 
un milieu approprid en vue de la production du produit recherche. 

Si le produit redierdiS est la SAH excr£t6e, il peut gtre purifi£ de 
diverses mani&res k partir du sumageant de culture. II peut etre cryopr£dpit£, extrait 
par cbromatograpliie d'affinitd, par £Iectrophof ^e ou par d'autres techniques con- 
ventionnelles. La r6cup6ration de la protfiine sdcritde peut &tcc &ite k partir d'une 
culture en " batch ** ou en continu. 

Les exemples suivants , donn£s k titre non limitatit montrent com- 
ment rinvention peut itre mise en pratique. 

EXEMPLES 

Techniques gdn^rales de donage 

Les mdthodes dassiques de biologie moldculaire telles que la centrifiigation 
d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de cesium • bromure d'6thidium, la 
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digestion par les enzymes de restriction, r£Iectropbor6se sur gel, r£lectro61ution des 
firagments d'ADN k partir de gels d'agarose, la transformation dansJE. coli. etc; sont 
d6crites dans la littfirature 

Les ena^mes de restriction ont 6t6 foumies par New England Biolabs 
3 (BioIabsX Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham. 

Pour les Ugatures, les fragments d*ADN sont s6par6s selon leur taille 
sur des gels d*agarose 0J % ou aoylamide 8 %, purifies par £lectro€Iution, extraits 
au phinol, pr€dpit£s k Tdthanol puis incuMs dans \m tampon Tris-HQ SO inM, 
MgOj 10 mM, dithiothreitol 10 mM, ATP 2 mM, pH 7,4, en presence d'ADN ligase 

10 du phage T4 (Biolabs). 

Si n£cessaire, les fragments d'ADN iayant des extr£mit6s 5' pro£mi- 
nentes sont ddphosphoi^is par \m traitement k la phosphatase alcaline d'intestin 
. deveau(CIPpFlianziacia)i37°Cpendam30minutesdansletampon5m 
lOOmM, MgClj 1 mM, ZnO, 1 mM, pH 10,5. Lam^me technique est utilis6e pour 

15 lad6pboiq>lioiylation des esmimit^s 3' prodminentes ou franches, mais le traitement 
est de 15 minutes & 37°C puis de 15 minutes it 56°CL'enzyme est inactxv6e par 
diaiiflage du m6Iange riactionnel & 68°C pendant 15 minutes en presence de SDS 
1 % et de NaQ 100 mM suivi d'une extraction au ph£nol-chloroforme et d'une 
prfctpitatiosi it I'dthaod. 

20 Le remplissage des extrimitds 5* pro6minentes est effectud par le 

fragment de Klenow de FADN pdymdrase I d'£..£Qli (Biolabs). La r6action est 
effectpfe k tenydratnre amhiante pendant 30 minutes dans un tampon Tris-HQ 50 
mM, dNlPs 01,4 mM, MgSO^ 10 mM, dithiotrditol 0,1 mM, BSA (Bovine Serum 
Albumine) 50 ug/ml, pH 72. Le remplissage des extrfmitis 3' pro6minentes est 

25 e£Fectu£ en presence de TADN polym6rase du phage T4 (Biolabs) selon les recom- 
tnandations du £abricam. La digestion des extrdmitds prodminentes est effectudde 
par traitement limitd k la nuddase SI (BRL) selon les recommandations du 
&bricanL 

La mutagdndse dirigdejn.Ulm par oIigoddsQ?Qqiuddotides est effec- 
30 tude sebm la mdtbode ddvdq>pde par Eckstein et colL^ en utilisant le kit distribud 
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parAmersham. 

Les ADNs Kgatur& sont utilises pour transfonner la souche rendue 
compdtente : £. mli MC1060 ( [Jae IPOZYA], X74, galU. galK, slrAO ou TGI 
( [la£imA,B],5i2liE,MMD5/FlisD36.EmA*B*,la^^^ ,l2^ M15).L'ADN 
plasmidique est purififi k partir des transformants rdsistaiits k rampidlline ou k la 
tetracycline selon les cas, L'extraction de TADN plasmidique est faite selon le 
protocole dficrit dans Maniatis ct colL^^qui dfirive de la m^thode de lyse alcaline 
d6crite par Bimboim et Doly ^ . Pour Panalyse rapide des plasmides, des lysats 
bactfiriens sont prdparfis selon la mfithode de Holmes et Quigjey ^ et sont analyses 
par filectrophorese sur gels d'agarose sans purification prdalable. Aprfts analyse par 
les endonud^ases de restriction, les plasmides recombinants pr&entant la structure 
dfair6e sont pr6pards k plus grande 6dielle selon le protocole de lyse alcaline " k 
partir de cultures de 0^ 4 1 litre et purifies par une centrifiigation isopycnique en 
chlorure de c6sium. 

Les transformations deJK. lactis avec de FADN Stranger ainsi que les 
purifications d'ADN plasmidiques de IC. lactis s ont dficrites dans le texte. 

Exemple 1 : CLONAGE lyUNE CASSETTE CONTENANT LE GENE STRUC- 
TURAL DE L4 pr^pro-SAH 

E.1.1 Isolement d'un done d'ADN compl^mentaire (ADNc) codant pour la SAH 

La construction de plasmides recombinants permettant Fexpression 
de la SAH dans£ colia 6te d6crite en details dans la prSc&Iente demande de brevet 
HP 0198745 En r6sumd, I'ADNc a €i6 obtenu k partir d'ARNm poly-A isol& de 
foie humain selon la technique au thiocyanate de guanidium. L'analyse de la 
sequence d'ADN a permis Fisolement de trois clones (pTlBll, pAA38 et p6D8 
figure 1) qui contenaient des fragments chevauchant du g^ne structural de I'albu- 
mine etpresentaient des sites de restriction communs dans les regions cbevaudian- 
tes. Ces sites ont 6x6 utilises dans la reconstruction d'un done d'ADNc de la SAH 
(figure 1) qui est complet sauf pour sa sequence "pr6-pro". 
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£.12 Syntbise de la s^qoaice signal de la SAH 

Dans le plasmide pXL276 (figure 2), dont la construction est d^crite 
en ddtaO dans la demande de brevet EP 019S745, la sequence codante de la SAH 
mature a 6t6 fusionn£e en phase au codon ATG du site de fixation des ribosomes 
5 (BBS) du gftne dl du bact6riophage lambda. Ced a g£n6r6 un site Ndel immidia- 
tement en amont du codon de ddmarrage de la traduction du gtne de la SAH. 
pXL276 est ntilis£ pour reconstituer la region '"pr^-pro" de la SAH, laquelle se 
trouvait fttre tronqu£e dans TADNc juste en amont du site TaqI au niveau de Tadde 
amin£**l*« La reconstitution est effectufe en insurant un fragment d'ADNcorres- 

10 pondam k la sequence signal de la SAH sous forme de quatr e oligod6oxynucl6otides 
de 33-36 bases de long (Sq32, Sq34, Sq35 et Sq38 ; figure 2) et un fragment EcoRI- 
Ndd de 120 pb provenant de pXL276 i>ortant des signaux d*expression de g&nes d'£. 
coli entre ks sites EcoRI et Acd du plasmide pUC8. LesiteTaqI estainsi reconstitu6 
k rune des extr£mit£s de I'insertion dans ce plasmide appel6 pXL290 (figure 2). Le 

15 petit fragment Hindlll-TaqI portant le RBS et la sequence pr6pro en amont du site 
Taqlest ligaturi avecle fragment Taql-Pstldu done d*ADNc de la SAH (plasmide 
plBllt contenant Textrdmit^ 5* de la SAH) entre les sites Hindm et PstI de pUC8 
pour donner le plasmide pXL299 (figure 3). Le plasmide pXL322 est construit tn 
Hgatorant le fragment Hindm-PvuII de pXL299t portant le RBS (site de fixation de 

20 ribosozne) et la sequence pr6pro -SAH jusqii'au site PvuD, avec le fragment PvuII- 
EcoRI de pXL276p portant le r£plicon et rextr6mit£ 3' de la sequence codante de la 
SAHp et avec k fragment iEGoRI-Kndin de pXL276 contenant le promoteur (figure 
4). 

E»L3 Crtetion d'oB site Hindlll &k amont da codon de d^marrage de la traduction 
25 debSAH. 

Dans le but d'obtenir une cassette pr6pro- SAH pouvant &tre fadle- 
ment int£gr6e dans des vecteurs d'e^qiression, le site Ndel du plasmide pXL322, 
d6crit GhdessuSy est diang6 en un site HindTTT par mutagdnfcse dirig£e par oligo- 
dto^nudfotides. A cette fin, le fragment HindTTT-Bgin de pXL322 contenant 
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rcxtrfimitfi 5' du gfene de la prtpro-SAH est sous-donf dans M13mpl8 et mutage- 
ms& par Iqrbridation de roligod6oj^ucl6otide synthetique S'-ATCTAAGGAAA 
TACAAQCEIATGAAGTGGGT-3' k la matrice simple brin (les s6quences souli- 
gn6es et en caract&re gras representent respectivement le site Hindin et le site de 
d^marrage de la traduction). On obtient ainsi le plasmide pXL8S5 (figure S) dont la 
sequence nucl£otidique de la region mutag^nisde est ensuite v^rifiee. La sequence 
codantpour la SAHconiplgte est reconstitute eninsirantle&agmentHindin-PvuII 
du phage mutag£nis£ et le fragment PvuII-Hindin, contenant l'extr£mit£3' du g&ne 
strucmral de la S AH, dans le site Hindlll de pUC8 pour donner le plasmide pXL869 
(figure 6). Ce plasmide contient done un fragment HindHI de 1,87 kb contenant le 
ghnc structural de lapr6pro-SAH complet ainsi qu*une region de 61 pb non-traduite 
k son extr£mit£ 3*. La sequence complete du fragment Hindm amsi que la sequence 
en addes amines de la SAH recombinante sont dtcrites sur la figure 7. Une cassette 
Hindm contenant le g&ne structural de Met-SAH sans son signal de 5£cr£tion est 
construiteen suivant lemdmeprotocole saufqu'und£riv6M13duplasmidepXL276 
estmutag6nis6iraidederoKgod6o:^nud6otidesynth6tique5'-ATCTAAGGAAA 
TACMSdIATGGATGCACACAAG-y. La reconstitution de la sequence co- 
dant pour la Met-SAH complete dans pUC8 donne le plasmide pXLS68 obtenu de 
fa^on similaire au plasmide pXL869. 

Example 2 : CONSTRUCTION DE VECIEURS DE CLONAGE POUR L4 LE- 
VURE 

E2A Isolement et purification du plasmide pKDl 

Le plasmide pKDl peut gtre purifi£ k partir d'une culture en fin de 
phase exponentieQe de croissance de la souche de K. drosophilarum U CD 51-130 
(collection U.CD^ Universitfi de Califomie, Davies, CA 95616) selon le protocole 
suivant qui d6rive de celui decrit par Fleer et coll.^. Une culture de 1 litre dans le 
milieu YPD (extrait de levure 1 %, Bacto-peptone (Difco) 2 %, glucose 2 %) est 
centrifiig^e, lav£e et resuspendue dans une solution de sorbitol 1,2 M, et les cellules 
sont converties ensphfiroplastes cnpr&ence de ^^olyase (300;ig/ml), d'EDTA 25 
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mH de phosphate 50 roM et de^mercapto etbanol (Ipg/nH). Apibs lavage dans 
une solution de sorbitol 1^ Nf, les ^bdroplastes correspondant k 250 ml de la culture 
de depart par tube) sont resuspendus dans 2,5 ml de sorbitol 1^ M et on ajoute le 
m&zztt vohmie de tampon Tris-HQ 25 mM, glucose 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0. 
Les £tapessuivantes correspondent auprotocoledelyse alcaline d6j^d£crit^^& I'ex- 
oeptionde lapridpitation du suxnageant enac6tate depotassium qui est faite kiyc 
pendant 15 minutes en ajoutant 14 ml d'isopropanoL Le matfriel obtenu est trait6 
&IaRNase(50ji/mI) ft37'Cpendant20 minutes puis aveclaprot6inaseK(150;ig/ 
ml) dans une sohition de NaQ 0^ M, sarkosyl % et dTDTA 25 mM pendant 1 
beure ft 6(fC Apris centrifiigation en microcentrifugeuse Eppendor£, les suma- 
geants sont pr£cipit£s k F^thanol pendant 10 minutes k -7(f Q puis les culots sont 
dissGus et F ADN est punfi6 par centrifiigation isopycnique en gradient de CsQ en 
prdsence de bromure d'^thidium. 

K.2,2, Construction dn plasihide pCXJl. 

L'interm£diaire de construction pUC-URA3 (figure 8) consiste en un 
fragment Hindm de 1. 1 Icb contenant le ghnt URA 3 delalevureS. cerevisiae ins^r^ 
dans }e site unique Narl da plasmide pUC19 ^. Le fragment Hindm derive du 
ldasnudepG63^q[ma6t6dig£r£parHindinpuistrait£parle fragment de Klenow 
de r ADN polymfrase I d^ £Qli pour g£n6rer des extr^mitis franches. Le fragment 
de 1,1 kb omtenant le g&ne 1IEA2 est puiifi6 puis ins£r6 dans le plasmide pUC19 
bxi-mfime coap6 par Narl et tiaiti par le fragment de Klenow de FADN poIym6rase 
I d£ fioli. Le plasmide pUC-URA3 condent done : une origine de r6plication pom- 
la maintenance du plasmide dans £. ^ , le marqueur de resistance k Fampidlline 
pour les transformations dans £. coli. le g&ne lacZ contenant un poly-site de clonage 
(EcoRI» Sad, Kj)nl, BamHI, Xbal, Sail, SphI, Hindm comme sites umques) et le 
gfene URA3 de S. cerevisiae servant de marqueur de selection dans les mutants uraA 
de K Jactis. 

Le {riasmide pCXJl (figure 9) contient la sequence complete du 
pbsmide. pKDl insfr^e dans le site unique Aatll de pUC-URA3. Cette construcdon 
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a 6t6 obtenue en linfiarisant pKDl au site EcoRI puis c.n traitant cc plasmide par 
le fragment de Klenow de FADN polymerase I tfE Ce fragment d'ADN est 
ligature avec pUC-URA3 precedemment coup6 par Aatll et traitd k la T4 DNA 
polymerase. La ligature de ces deux fragments permct la reconstitution de sites de 
5 restriction EcoRI. Uinsertion de TADN de pUC-URA3 au site EcoRI du plasmide 
pKDl ^inactive aucun gfene necessaire pour maintenir la stabilitfi et le nombre de 
copies du plasmide (le site EcoRI 6tant situfi i 205 nucleotides (nt) en amont du 
codon ATG du gfene S_^). Par consequent, le plasmide pCXJl qui transforme les 
ceUules deK. lactis uraA aV 4 haute frequence, est amplifie k envfron 70-100 copies 
10 par cellule et est maintenu de fajon stable m6me en Fabsence de pression de 
selection. GrSce k Torigine de replication apportee par pUC-URA3, le plasmide 
pCXJl pent egalement se repliquer dans soli ce qui fadlite les 6tapes de 
construction et de purification deplasmides. Les sites uniques de pCXJ 1 sontles sites 
Hindm et SaH du polysite de clonage de pUC19. 

13 Construction d'une fiision entre le promoteur pkl de K> lactis e t le g^ne de la 

3'-aminogIycos!de phosphotransferase de Tn903 

L'utilisation de pCXJl en tant que vccteur pour la transformation de 
K. lactis et d*autres esp&ces de Kluweromvces reste limitee aux souches portant la 
mutation chromosomique en tant que marqueur d'auxotrophie. Afin de 

20 pouvoir transformer des souches sauvages industrielles de Kluweromvces nous 
avons choisi le gfene de la 3'-aminogJycoside phosphotransferase (aph [3^-I) du 
transposon bacterien TnSQ^ comme marqueur dominant de resistance aux antibio- 
tiques que nous avons inser6 dans pCXJl. Le gfene de I 'aph c onffere la resistance i 
la kanantydne che2_E..£Qli et rend les souches sauvages de levure resistantes k 

25 I'antibiotique G418 (geneticine), lequel est un inhibiteur puissant de la croissance 
cellulaire**.Pour pennettreune expressionsufBsammentforte du gfenedel' aph p our 
avoir un marqueur de selection dans les transformations de £^ lactis, les signaux de 
transcription bacteriens du gine aph s ont remplace$j)ar le promoteur pkl isoie k 
partfr du plasmide 4ckiller)> pGkl- 1 ou k 1 de K. lactis. La constru ction de la fusi on pkl- 
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pph est effectu£e en phisieurs £tapes (figures 10 k 12). Tout d*abord un fragment 
Scal-PstI de 1^ kb du plasmide kl est sous-donS entre les sites uniques Seal et PstI 
de p6R322, le plasmide recombinant sensible k Tampicilline et resistant k la ttoa- 
cydtne est sppcl6 pkl-PS1535-6 (figure 10). Le fragment sous-don£ de 1,5 kb 
pnment d'mie extr£mit6 du plasmide «ki]]en» liniaire et contient la moiti6 5' de la 
prenriirc phase de lecture ouverte (ORFl) port£e par le plasmide kl et environ 220 
paires de bases en amont^. Comme le site Seal est situ£ seulement 22 paires de bases 
de reztr£mit£ gauche de kl (figure 10). le fragment Scal-PstI purifii k partir de gel 
d'agarose contient vraisiemiblablement la r6gion promoteur entiire de ORFl. La 
digestion de pkl-FS1535*6 avec Ddel donneun fragmcint de 266 pb contenant 17 pb 
provenant de pBR322 & une de ses extr6mit£s (proche de Seal) et les 11 premiers 
codons de ORFl k Fautre extrimit^ Apris un traitement par le fragment de Klenow 
de FADN polymerase I < rR colL le fragment purifi6 est ins£r6 dans le site Xhol 
muqoe du ^asmide pUC-kanl (figure 11). Ce dernier plasmide a 6t6 obtenu en 
ins6ram un fragnient EcoRI de 1^ kb contenant le gftne iph provenant de TqSffl 
(Kanamydn Resistance Gene Block ™, Fbarmada) dans le site unique EcoRI de 
pUCi9. Le plasmide pUC-kan202 est obtenu en eSectuant une digestion de pUC- 
kanlparXbcJ suivie d'unedigestionbr^parlanudiase SI rendant^^ 
francfaespuis d'une ligature aveclefitignient Ddel depkl-PS1535-6 rendu fr^cavec 
le fragment de Klenow de TADN polymerase I d*£,fiQli(figure 11). Cette construc- 
tion permet d*6btenir une fiision en phase entre les 11 premiers addes amines du 
gtee ORFl du plasmide liniaire kl et de rextr6mit6 tronqu6e en 5" du gfcne a[2Lde 
Tn9Q3. En £Eut, la jonction entre ORFl et aph restore le douzi&me codon de soh 
(AGG) de sorte que ce sent les onze premiers addes amin6s de ai2lL.qui sont 
renq)laoes par les onze premiers, addes amines de ORFl de kl. La sequence 
con^l&te du promoteur pkl utflisi pour la fusion pkl-aph ensemble avec le d£but 
du gine structural codant pour la aph est indiqu6e sur la figure 12. 

E2A Construction dn plasmide pKan707 

Le plasmide pKan707 (figure U) est un d6m6 du plasmide pCXIl 
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d^crit d-dessus. D est construit en coupant pCXJl par Hindm puis en traitant par 
le fragment de Klenow de TADN polymerase I d'E- coli. Lc plasmide Iin6aris6 i 
extr^mitis fr^ches est ensuite ligature avec un fragment Scal-Hindl de 1^ kb 
provenant du plasmide pUC-Kan202 portant la fusion pkl-' ^p h (figure 13). La 
3 digestion de pUC-Kan2Q2 par Seal et HincII dbnne une cassette de resistance h la 
kanamycine i extr6mit6s franches ne contenant plus le promoteur bactfirien d'ori- 
gine. Le plasmide obtenu, pKan707, conf&re la resistance k de tihs hauts niveaux de 
G418 (> 2^ g/1) dans les souches de K lactis . Comme dans le cas de pCXJl, le 
plasmide pKan707peut Stre transf ormfi dans les souches de K. lactis cir^ k haute fr6- 
10 quence, amplifid k 70-100 copies par cellule et maintenu de fagonstable enFabsence 
depression de selection (figure 14). Sa grande stability conjugu6e avec la presence 
d'un marqueur dominant efficace peimettant la transformation de souches indus- 
trielles de Kluweromyces font de pKan707 un vecteur de donage trfes performant 
pour les levures du genre Kluweromvces. 

X5 Example 3 : CONSTRUCTION DE VECTEURS D'EXPRESSION CONTENANT 
DES CASSETTES D'EXPRESSION ET/OU DE SECRETION DE L' 
AUUMINE DANS LA LEVURE 

E3.L Construction de cassettes d'expiession de la Met-SAH et de la pr6pn>-SAH 
sons contr5Ie du promoteur PGK d e Si cerevlsiae. 

20 Le plasmide pYG12 (figure 15) contient im fragment de restriction 

Sall-BamHI d'une taille de 1,8 kb constitu6 des r^gionspromotrices et terminatrices 
du g&ne PGK de S& cerevisiae . Ce fragment provient d'un fragment g£nomique 
Hindm d£I6t£ d'unfr^igment de kb correspondant au gint structural et compre- 
nant ime region comprise entre F ATG d'initiation de la traduction et le site Bgin 

23 localise 30 codons en amont du codon TAA spddfiant lafin de traduction^. Les sites 
Hindm encadrant le fragment de 1,8 kb ainsi obtenus sont ensuite d^truits et 
remplac£s par un site Sail et un site BamHI, respectivement en amont de la region 
promotrice et en aval du terminateur PGK de transcription. Un site Hindm est 
introddt k la jonction entre regions promotrices et terminatrices ; le site 6tant 
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unique, fl permet d* introduire £acilement dcs gines b6t£roIogues. La sequence nu- 
diotidique de cette region est indiqu£e sur la figure IS. Le fragment Hind m de 1,8 
kbprovenaxtt du plasimdepXL868 (voir £.13) et codantpour leg&ne de laMet-SAH 
est essuite introduit dans le site HindHI du plasmide pYG12 pour donner le 
plasmide recombinant pYGlQ. De £a^n analogue, le plasmide pYGll (figure IS) 
est ginbt par ix^rtion dans le plasmide pYG12 d*un fiagment HindUI provenant 
du plasmide pXL869 (voir £.13) et codant pour la pr6pro-SAH. En consequence, 
deux cassettes d^expressicm Sall-BamHI d'une taille d'environ 3,6 kb sont ainsi cons- 
tniites, gmyrgnant le prbmoteur du g&ne PGK de S. cerevisae (P|>gk). suivi du gfene 
codant smtpour la Met-SAH soitpow Iapr6pro-SAH et enfin la region correspon- 
dant au terminateur de transcription du gine £GK (Tpck)* region incluant le site de 
pofyad6ixylation du ARNm. 

£3:2 Coiistnictlondesplasiiiidesd'e3cpres^npYG19^pYG23. 

Dans le but d'introduire les cassettes d'e3q>ressions d6taiI16es ci- 
riftsais, dans le vecteur pKan707 r^plicatif cbez Khiyveromyces, les fragments Sall- 
BamHIde3,6U>etprovenantdesplasmidespYG10etpYGllsont dans xm premier 
tenips sotts<ldn6s dans les sites correspondants du plasmide pIC-20 pour donner 
ainsi les constmctions plasmidiques pYGlS (pripro-SAH) (figure 16) et pYG22 
(Met-SAH). Ces construcdons interm&iiaires permettent de disposer des cassettes 
d'eaqyressioi&Ppi^/Met-SAHyTpQi^et PpQj/pr6pro-SAH/TpQj^ sous forme de frag- 
ments de reaction San-Sad directement insurables dans les sites correspondants 
de pKan707 (figure 17). La digestion de oe dernier par les eni^mes Sail et Sad 
conduit k la siqypression du marqueur URA3 ainsi que d'un fragment de 35 pb situd 
en amont Ax gfene de pKDl. Les construcdons ainsi obtenues appel6es pYG19 
(pr6pro-SAH)ct pYG23 (Met-SAH) (figure 18) comprcnnent les cassettes d'exprcs- 
sion PpcsA^^'V^FOP ^ sequence quasiment complete du plasmide pKDl de K* 
drnsophilarmn, les s6quences permettant la replication autonome cbez £. j^zlL ainsi 
q[ueIesg&nescodampourIa^lactaniaseeth3*-aminogIycosidephoq>b 
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(sous cx)ntr61e du promoteurpkl), permettant respectivement de s61ectionncrE.coli 
en presence d'ampicilline et K lactis en pr&ence de G418. 

Exemple 4 : TRANSFORMATIONDEIASOUCHEMW98-8CDE IC lactis PAR 
LES PLASMIDES EXPRIMANT lA Met-SAH ET lA pr^pro-SAH 

5 E.4.1 Protocole de transformation 

Les plasmides pYG19 et pYG23 sont utilises pour transformer la 
souche MW98-8C f alpha uraA argA Ivs A, K*pKDr) deK, lactis ^. Ungchantfllon 
de cette souche a 6x6 d6pos6 au Centraalburcau voor Schimmelkulturen (CBS) k 
Baam auxPays Bas selon les dispositions du trait6 de Budapest oiii il a 6x6 enregistr^ 

10 le / / sous le numfiro CBS 88, La transformation s'effectue soit par 
la technique de formation de sph6roplastes initialement dficrite par Hinnen et colL** 
et adapt^e en consequence, soit en traitant les cellules entiferes par Facfitate de 
lithium, ce qui favorise Tincorporation d'ADN en prdsence de polyethyl&ne glycol 
(PEG) ^. Les modifications concemant la formation de sphdroplastes sont d6}k 

15 dfecrites Lorsquela mfethodefaisant intervenir Fac^tate de lithium est utilis^e, la 
croissance des cellules sc fait ii 28°C dans 50 ml de milieu YPD, avec agitation et 
jusqu'a une densitfi optique i 600 nm (OD^ comprise entre 0,6 et 0,8. Les cellules 
sont rfi colt6es par centrifugation k faible vitesse, lav6es dans une solution stfirile de 
TE (10 mM Tris Hd pH 7,4, 1 mM EDTA), resuspendues dans M ml d'une solution 

20 d'ac6tate de lithium (0, 1 M dans du TE) pour donner une densit6 cellulaire d'environ 
2 X 10^ c/ml, puis incub£es k 30°C pendant 1 heure sous agitation mod^rfie. 

Des parties aliquotes de 0,1 ml de la suspension rSsultante de cellules 
comp^tentes sont incubees k SVC pendant 1 heure en presence d*ADN et k une 
concentration finale de 35 % de PEG4000. Ap.hs un choc thermique de 5 minutes 

25 k 4TQ les cellules sont lavies 2 fois par de Teau stdrile, rcsuspendues dans 0,2 mi 
d'eau sterile et transferees dans des tubes de 10 ml. Une solution dTtTD contenant 
0,7 % d'agar et maintemie en surfusion k 46**C (5ml) est ensuite ajoutie et imm£dia- 
tement coulee sur boltes YPD. Apr&s modification, une surcouche additiormelle de 
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5mIde'Hap-agar^estajout£eetIesbottessontincub6es^28°CApris 18^24heures 
f incubation, 0,16 ml (Tune solution de G418 (Geneticin 50 mg/inl« GIBCO, Grand 
Island, N.Y.) est 6tal6e sur les boUes et des transfonnants sont comptds aprte 4-5 
jours d'incobation additionnelle k 28°C 

5 U^talcmcnt direct des cellules sur boltes YPD + G418 (c'est-i-dire 

sans ntiliser une surcouche additionnelle de top-agar) r6sulte en Fappaiition de 
dones de taille plus in^xmante pour les ceUules transformies de lac^ Cepen- 
dant, use concentration phis basse de G 418 {SO)ig/ml) est alors ndcessaire pour 
observer des colonies, ce qui entralne la selection de mutants partiellement r£sis- 

10 ' tants au G418 et provenant de cellules non transform^es. De plus, Fefficadtd de 
traotsfiDrmation est au minimiiTn lOfois plus Mble que UefEcadtfi observ£e apr^s ex- 
pression pb£tiotypique pendant 18 24 heures. 

EA2 StaMIUtfmitotiqBedesplasmidesd'ezpressiondelaSAH 

La stabilit6 mitodque des plasmides pYG19 et pYG23 est mesur6e au 
13 cours du temps apris croissance en milieu non s£lectif ; eQe est d6termin£e comme 
£tant le r^iport entre les pourcentages finaux et initiaux de cellules croissant sur 
bdtes YFD contenant 250;ig/ml de G418w Comme Uindique la figure 19 , les deux 
plasmides sont remarquablement stables malgr6 re:q>ression k haut niveau d*un 
gine h6t£rologue : 40 & 45 % des cellules ont maintenu ces plasmides aprte 40 
20 gfinirations ceUulaires en milieu non silectii 

EA3 Nlm»ixd*e]qires5i(»ietd'cccraipndel'albamlne 

Les niveaux d*e3q)ression et d*excr£tion des cellules de Kt lactis 
MW9MC contenant les plasmides pYG19 (pripro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) 
sont d6termin6s en foncdradu temps apris croissance 28°C en milieu YFD etsous 
23 a^tation ioonstante. Les sumageants de culture sont obtenus par deux centrifuga- 
tioiisc(Kis£cutives (5 minutes 24000 puis 10 minutes il^^ pour 
AMtntw^ toote contamination fventuelle par des cellules. Un ichantillon du second 
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surnageant {0J5 ml) est chauflfd k 95°C pendant 15 minutes puis m61ang6 iun volume 
6gal de tampon d'application contcnant 0,125 M Tris HCl, 20 % glycerol, 10 % 2- 
mercapto6thanol (p-ME), 4,6 % sodium dodecyl sulfate (SDS) et 0.4 % bleu de 
bromoph^nol. Quand une concentration desprot^ines presentes Hans le surnageant 
5 est souhaitfie, 0,4 ml d'une solution i 100% p/v d'acide trichlorac6tique (TCA) est 
ajoutie i 8 ml de surnageant et les protfiines sent pr6cipit6es sur glace pendant 1 
heure, Le materiel pr6cipit6 est r6cup6r6 par centrifugation (20 minutes, 15 000 
tours/ minute) puis resolubilis6 par chauffage k 95**C pendant 15 minutes dans 04 ml 
de tampon d'application contenant 63 mM Tris HQ , 10 % glycerol, 5 % ^-ME, 2,3 

10 % SDS et 0,2 % bleu de bromopMnoL 

Uexpressionintraceliulaire d'albumine est d6tect^e ipartir d'extraits 
cellulaires pr6par& conune suit : 0,25 ml Equivalent d'un culot ccUulaire (lav6 une 
fois en tampon salin) est resuspendu dans le meme volume de tampon de lyse 
maintenu sur glace et contenant 67 mM de phosphate i pH 7. 5 mM ^-ME, 1 mM 

15 ph6nylm6thylsuIfonyl fluoride (PMSF), 2jM de leupeptine, et 2;iM de pepstatine 
A(Sigma). ^rfesadditionde0,5mldebillesdezirconium(diam6tre0,45mm),stoc- 
kfa en tampon phosphate (67 mM, pH 7) i 4**C, les cellules sont cassfies par 7 
pEriodes de 30 secondes avec un broyeur de cellules (Biospec Mini Bead-Beater, 
Biospec Products) entrecoupfies par des p£riodes de refroidissement de 2 minutes 

20 sur glace. L'efficadtfi de broyage des ceUules est sup6rieure i 90 % si on en juge par 
conq)tage des cellules sous microscope k contraste de phase. La fraction liquide 
d£pourvue de billes de zirconium est transferee dans un tube Eppendorf et les billes 
sont lav£es 3 fois avec 0,2 ml de tampon de lyse, puis rassembl6es dans le meme tube 
Eppendort Par centrifugation du tube pendant 15 minutes a4°C4 12 000 g, on dfifinit 

25 ainsi une fraction des protSines solubles (surnageant) et une fraction de prbtdines 
insolubles (culot). Ces deux fractions sont individualisEes et reprises dans le m£me 
volume final d'une solution de tampon d'application apr^ dilution. Ces gchantillons 
sont chauff£5i>endant 15 minutes &95°C,et appliques surungel depolyacrylamide- 
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SDS kSJS% pr6c6d£ d'un gel de concentration ^ 5 % ^, puis soumis k une intensitf 
de 25 xnA jusqu*^ ce que le bleu de bromopbinol atteigne le has du gel. 

La figure 20 montre le r6sultat d'une experience ^ique qui permet 
d'6valuer re3q>ression et Fexcr^tion d'albumine obtenue avec la soucbe de K lactis 
5 MW 98r8C transfonn6c avec les plasmidcs pYG19 (pr6pro-SAH), pYG23 (Met- 
SAH), ct pYG 25 (vecfeur dfpourvu de cassette d'cxpression), apris croissancc dans 
SO ml de milieu YFD sans G4 18 k 28°C pendant 68 heures. Chaque ichantillon cor- 
respond k 100^ de culture originale et permet de comparer les fractions solubles, 
les fracdoxis insolubles» et le sumageant de culture* apr^ migration en gel de poly- 

10 aoylanude^ 8^% et coloration au bleu decoomassie. Une bandeprotdique qui co- 
xnigre avec de Talbumine faumaine commerdale (Sign;ui) servant de r6f6rence de 
poids mcdfculaire est detectable dans les echantillons provenant des cellules trans- 
fiorm£es avec les plasmides pYG19 ou pYG23 mais pas avec les cellules contenant 
le vecteor pYG2S qui ne contient pas le gine de la SAH. On remarquera que, alors 

15 que la qoasi-totalitd de I'albumine exprimte k partir de pYG19 (pr6pro-SAH) est 
caspoTttt ^dans le sumageant de culture, toute Falbumine produite k partir du 
plasmide pYG23 (Met-SAH) est prisente dans la fraction des prot6ines cytoplasmi- 
ques non solubles. plus, les rfeultats de la figure 20 indiquent que Talbumine 
ezcr£t6e par les cellules contenant le plasmide pYG19 est la seule protdine 

20 extraceOulaire pr6sente en quantitts significatives. Dans le sumageant d'une culture 
de MW9S:^ transfom^ avec le plasmide pYG19, la concentration d'albumine 
peut attetndre 12 mg SAH/g biomasse. 

EAA Dftection imraiuiok>g|qiie de Palbamine produite par K. lactis 

L'idemit£ des prot£ines qui co-migrent avec Falbumine extraite du 
25 plasma bumain peut fitre teste par immmuMietection. A ce but, un gel de polyaoy- 
lamide est transfer6 sur filtre de nitrocellulose (Schleicher et Schuell, 0,45 ^m) en 
utiUsant un qiparefl de transfert semi-sec (Biom6tra) dans un tanipon de tranrf 
ocmtenant 25 xnMlVis base, 150 xnM glydne, et 10 % niethanoL Le temps de tr 
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est de 30 minutes en utilisant un courant d'environ 0,85 mA/cm^de surface de gel. 
AprSs transfert, le filtre est incubfi trois fois 5 minutes avec 50 ml de tampon A (5% 
poudre de lait ficr4m6, 0,2 % Tween 20 en tampon PBS [ 137 mM NaCl, 2,7 mM KQ, 
4^ mM Na^ HPO J), suivi d'une incubation de 30 minutes dans 40 ml de tampon A 
5 contenant des anticorps polyclonaux de lapin dirigds contre la SAH ct dilues au 1/ 
1000.Aprfcs3 ringagesdu filtre par du tampon A, un anticorps secondairebiotinyle 
reconnaissant les anticorps de lapin (Vectastain ABC - Immuno Peroxidase Kit, 
Vector Laboratories)* est ajout6 i. raison d*une goutte pour 50 ml de tampon A. 
Apr6sincubationdufiltrependant30minutes,le filtre estrincdS foispardu tampon 

10 B (0,2 % Tween 20 dans PBS) puis incubd en prdsence d'un complexe avidine DH/ 
peroxidase H biotinylde. Le complexe avidine/ peroxidase biotiiqrl6e est prfipar^ 
extemporandment en diluant 1 goutte de chacun des riactife A et B du kit dans 5 ml 
de tampon B, aprfes incubation k TS^C pendant 30 minutes. Le filtre est incube dans 
ime dilution au 1/10 du complexe dans du tampon B (50 ml au total) pendant 30 

15 minutes. Le filtre est rinci de nouveau par du tampon B pendant 3 p6riodes de 5 
minutes et mis 4 ddvelopperpendant 2-3 minutes dans une solution de 10 ml 4 0,02% 
HjOj et 10 ml d'une solution contenant 1 mg/ml de diaminobenzidine et 0,4 mg/ 
Nidj en 0,1 MTrisHapH7,4.Ler&ultat de cette experience (figurc21) demontre 
que IL la£tis MW98-8C exprime (pYG23) et excrfete (pYG19) une protfiine recon- 

20 nuepardes anticorps potyclonauxanti-SAH. Cematfiriel antigSniqueest spddfique- 
ment assodd k la pr6sence d'une cassette d'expression de Talbumine ; il n'est pas 
ddtead dans des extraits cellulaires ou des sumageants de culture des levures 
transformdes avec le vecteur sans cassette d'expressioa 

E.4^ Cindtlqaed'excrdtiondelaSAH 

25 Comme le montre la figure 22A (chaque 6chantillon correspondant 

iPfiquivalentde 160pldesurnageantdeculnire),lasicr6tionderalbuminehuniaine 
se fait avec une cind tique relativement lente en erienmeyer. Les niveaux rnaxiipunis 
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d'eurtdon semblent avoir lieu aprte 70 k 100 beures d'incubation d'une culture 
isoculfie initialement k oellules/ml (Fig 22B, ^cbantillons dipos^ conespon- 
dant k F^quivalent de 2S^ de sumageant de culture). Aucune augmentation, ni di- 
minutioii, significative n'est detectable entre 100 et 240 beures de culture, d^mon- 
5 trant ime remarquable stability de la SAH dans ces conditions de culture et de 
tenq>erature. Puisqu*fl n*y a pas d*accumuIation de materiel proti olysi durant cette 
p£riode, fl peut £tre condu qu'aucune prot6ase extracellulaire n'est pr6sente qui 
pourrait ddgrader ralbumine excr6t6e. 

Une representation graphique de la dnidque d'excr6tion (A), de 
10 mbne que la courbe de croissance de la souche MW9S-8C transformie avec le 
pIasmidepYG19 (B)estmc»itreeenfigure23;cesresu]tatsinontrentquerexcr6tion 
de ralbumine faumaine continue Bpris que les cellules ont atteint la phase station- 
naire de CTtHSsance. Cette observation est en accord avec des observations antf^ 
res conoerDam <f autres systimes d'e^qyression chez la levure ^. 

15 Exemple5: FURinCATION DE lA SAH SECRETEE DANS LE MILIEU DE 
CULTURE 

Dans nne e3q>6rience typique de purification, la souche MW98-SC 
trassfonhte avec le plasmide pYG19 est culthri e en milieu YPD pendant 72 beures 
. dans ksconditions standards d6ji d^crites. Un sumageant de culture (0,5 litre) est 

20 d£banassi de toute contamination cellulaire par oentrifugation et incubi k AX^ 
pendant 15minatesenpr£sencede60%d*£thanol(V/V).Lepr6cipit6estr6cup6r6 
par centrifiigation, redissous dans 10 ml d*une soludon SO mM Tris HQ pH 8,0, puis 
charg^ surmie colonne de bleu TrisaciyL L'albumine Immaine est dhiit de cette co- 
lonne par une solution de NaQ 3M. ^r&s dialyse des fracdom contenant la SAH 

25 contre 50jiM Tris, celles-d sont purifides sur colonne MONO Q (Pharmacia), et 
£hi£es & nne concentration de NaQ 0,25 M. Dans une demiire ixzpc une chroma* 
togrgJue Siq)crose 12 (Fharmada) permet Jobtenir de la SAH pure k plus de 99% 
((f nprts ks r£sultats d*61ectrophor^ PAGE-SDS et coloration du gel aux sels 
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(Targen^, 

Exemple6: CARAClERISATIONDEL'ALBUMINESECRETEEETPURinEE 

Uabsence d'un test permettant de mesurer in vitro les propri^tfa bio- 
logiqucs de ralbumine ne simplifiepas laproc6dure permettant de juger de la qualit6 
5 de ralbximine recombinante. Pour cette raison, aprfes purification, ralbumine excr6- 
tfie parlLlactis est done caractfirisfie par plusieurs tests physico-chimiques et immu- 
nologiques. Ces tests dimontrent que Talbumine recombinante est si crdt6e par £L 
lactic sous forme mature et dans sa configuration native : elle est indistinguable de 
la s£runi albumine humaine extraite du plasma pour tous les entires. 

10 E.6wl PAGE SDS: Coloration aa bleu decoomassieetauxselsd'argent 

L'61ectrophor&se est effectufie en gel de polyacrylamide (7^ %) d6- 
naturant (figure 24 C) comme d^crit pr£c£demment, ou grSce i Tutilisation d'un 
"Phast gel" (Pharmacia, Figure 24 A). Difffirentes quantitfis d'albumine recombi- 
nante ont £t£ compardes k une preparation commerciale de Talbumine standard 
13 (Sigma) extraite de plasma humain. La coloration du gel au bleu de coomassie 
(Figure 24 C ), ou aux sels d*argent (Figure 24 A ), montre rhomog6n6it6 totale des 
dchantillons d'albumine de levure. 

^62 Isoflectrofocallsation 

Des focalisations isofilectriques sont effectu6es entre pH 4,5 et 6,0 
20 (Phast gel, Pharmacia, figure 24 B), et pH 4,0 et 7,0 (Immobiline, LKB). Le point 
isodlectrique de la SAH recombinante est identique & celui de la SAH humaine 
rSKrence (pi = 4,8), 



E£2 PAGE en conditions non dteaturantes : r^^lation immnnologiqQe 

U6 lectrophorfese de la SAH recombinante dans un gel de polyacryla- 
25 mide (10 %) non dfinaturant, suivi d'un transfert sur filtre de nitrocellulose et 
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r6v£latios immunologique dans les conditions d6crites en section £.4.4 r6v&Ient une 
co-migradon avec ralbtiminc standard extraite du plasma humain. Ced suggire tr&s 
fortemeni que la maturation correcle de la pr£pro-SAH recombinante a lieu lors du 
processus de s£cr£tion inherent aux cellules dej^laoii. Aucune contamination avec 
3 deteSAHiibnniatur6en'estd£tectabIecequiinipliquequeleclivagedelas£quence 
signal et de la region pro de la SAH s'effectue avec efficacit£ dans cette levure. 

^ E^4 CSuvmatographfe d'eidnsion moltailaire 

Une chromatogrs^hie d'exclusion mol6culaire est effectude avec une 
Superose 12 (Pharmacia). Le dibit du tampon d'ilution (50 mM Tns HQ pH 8,0) 
10 e^t tnflint^n 2^ 1 ml/minute. Les concentrations en albumine recombinante et en 
albumine r6f£renoe issue du plasma bumain sont de 0,4 et 1 mg/ml respectivement 
Apris d6pdt d*un volume de lOO/d, I'ilution de I'albumine est d£tect6e par mesure 
de rabsorption k 280 mn. Dans les deux cas le volume d'ilution est identique (11^ 
ml). 

15 (SnHnfltograUe d'&hange d'anion 

Ualbumine recombinante est £lu6e d^me colonne Mono Q HR 5/5 
(Fharmada) ^ une concentration de 03 1 M Nad, comme Falbumine r6f£rence issue 

^h^plftcmn hiiTnam T a figure 2^ mnntra liMipmfik ghmmfltngrapbiqties nhtenuspmir 

des injections de 100;il de SAH recomlnnante (0,4 mg/ml) et de SAH plasmatique 
20 (0,5 mg/ml)utilisant une colonne iquilibrie enTris-Ha50mMpH 8,0 et ^un dibit 
comtnTtt de 1 ml/minute. 

EL6L6 Cbnmiatographle en phase inverse 

Le comportement de Talbumine de levure en phase inverse est 
malysi sur une colonne Nudeosil (C4) avec les tampons A (eau ii 0, 1 % 
23 (acftonitrile & 0,1 % TFA). La figure 26 repr6sente I'dlution, par un gradient de 20 
i 80 % de B dans A, de Falbumine de levure qui posside le m6me xcnxps de retention 
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que ralbumine plasmatique. 

E.6J Composition en acides amin& 

La composition en acides amines de la SAH recombinante est 
d6tenmn6e par chromatographie en phase inverse aprSs hydrolyse adde (HQ) et 
5 d6rivatisation au PITC Les r&ultats obtenus par cette mdthode indiquent daire- 
ment une composition identique & celle de Falbumine reference issue du plasma 
bumain. 

E.6JS Sequence N^tenninale 

L'utilisation tfun appareil automatism permettant la degradation 
10 d'Edman (Applied Biosystems) indique que la sequence N-temlinale de la SAH 
secr6 t6e par lacris est Asp-Ak-His-Lys-Ser-GIu-Val-Ala-His-Arg-Phe-Lys-Asp- 
Leu-GIy. La determination de cette sequence confinne done les r6sultats provenant 
des experiences tffilectrophorise en gels natife de polyaoylamide, et dfmontre la 
maturation correcte et complete de Falbumine secrftee par la levure K lactis . 

13 £.65 Fluorescence da tiTptophane 

Avecune excitation k295 nm, remission de fluorescence de Funique tryp- 
tophane possede le m£me maxiTniim pour la SAH recombinante et Falbuinine plas- 
matique (337 jm) indiquant un environnement hydrophobe identique au niveau de 
cet adde amine (figure 27). 

20 £.6.10 Stabilite thermique 

L'albumine reference (Sigma) et ralbumine secretee par la levure ont 
une cinetique identique de degradation & 75°C (figure 28) ce qui suggfere que les 
liaisons de stabDisation de la structure proteique (interactions hydrophobes et ponts 
disulfiires) sont identiques dans les deux cas. 
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E.6.11 Affinity vis-il-Tis de difTifrents anticorps monoclonaux 

Uantig£nidt6 de ralbumine recombinante a 6i6 £tudi6e avec diff£rents 
anticorps monodonaux dixigds contre ralbumine humaine. La figure 29 montre leur 
^y£dfidt6 : ks anticorps HAIO, HAll ct HA13 correspondent k des 6pitopcs dont 
5 la oHiservation n^cessite rint£grit£ de Fensemble de la molecule. Les anticorps 
HA21, HA6, HA4, HA3, HAS ct HAl correspondent a des Epitopes loc^ 
de la dialne peptidique de rcxtr6mit6 N i V cxtr6init6 C terminalc ^ 

Le test utilisd est un test d'inhibition d'EUSA. Les diffdrents anticorps 
sont adsoib£s sur des plaques dc potystyr&ne et une courbe de fixation d'albumine 
10 inarqu6eaveclapbospbatasealcalineest6tabUepoiirchaqueanticorps«Lesc^ 
' desatniationdechaque anticorps ont une aOuresigmoIde etk quantity d'^ 
marqute correspondant 50 % de fixation a ix& dioisie pour £tudier Tinhibition de 
cbacun des anticorps. 

Uinhibitiona£ti r6alis£e avecr^chantillon d*albumine recoinbiiiw 
13 conq^arfe i celle obtenue avec un ichantillon d'albumine plasmatique (Sigma). La 
figure 30 numtre que pour les 9 anticorps testis, ralbumine recoxnbinante est a^ 
inhilHtxioe que ralbumii^e native. Etant dorm6 Fextr^me sensibility du test, les 
di£f6rettces observies sont minimes. 

DESCRIPTION DES nCURES 

20 Les xqofsentations des plasmides indiqu£s dans les figures ne sont pas tragfes k 
r6dielle et seuls les sites de restriction importants pour les constructions sont 
indiqu£& 

Hgure 1 : Construction du plasmide pXL276 contenant la sequence compl&te 
codant pour la Met-SAH obterm i partir de trois doncs d*ADNc (voir 
23 teste) dirivis d'ARNm poly-A isoI6s de foie faumain. 

Figure 2 : Reconstitutionde la siquencc signal "prdpro'deFalbumineJipartirde 
quatre oligomid6otides synthftiques : Construction du plasmide 
pXL290. 

Figure 3: Construction da plasmide pXL299. 
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Figure 4: Construction du plasmide pXL322, 
Figure 5: Construction du plasmide pXLSSS. 
Figure 6 : Construction du plasmide pXL869. 

Figure 7 : Sequence nuclfiotidique ct en acides amines du fragment Hindin prove- 
5 nant du plasmide pXL869 et contenant le gine de structure de la prdpro- 

SAH. Les flfeches noircs indiquent la fin des regions "prd" et "pro". 

Figures: Construction du plasmide pUC-URA3. 

Figure 9 : Construction du plasmide pCXJL 

Figure 10 : Construction du plasmide pkl-PS1535-6. 
10 Figure 11 : Construction du plasmide pUC-kan202. 

Rgure 12 : Sequence nudfiotidique du promoteur pkl ipartir du site de restriction 
Seal et incluant la jonction entre ORFl et pkl et la region 5' du gSnc bac- 
t£rien codant pour I'aminoglycoside phosphotransferase provenant de 

15 Figure 13 : Construction du plasmide pKan707. 

Figure 14 :Courbedestabilit£duplasmidepKan707danslasoucheMW98-8Cdans 

des conditions de croissance non-s£lectives. 
Figure 15 : Construction du plasmide pYGll. 
Figure 16 : Construction du plasmide pYG18. 

20 Figure 17 : Construction du plasmide pYG19. 

Figure 18 : Representation des plasmides pYG19 (pr6pro-SAH) ct pYG23 (Met- 
SAH). La sequence nudiotidique foumie en dessous de chaque plas- 
mide indique la jonction entre le promoteur du gdne PGK et les g&nes 
de structure des difESrentes formes de SAH. 

25 Figure 19 : Courbes de stabilit6 des plasmides pYG19 et pYG23 dans la souche 
MW98-8C dans des conditions de croissance non-s£lectives. 
Figure 20 : Gel de polyacrylamide-SDS i 8^ % spits coloration au bleu de coo- 
massie ddmontrant Texpression et rexcrdtion de la SAH k partir de la 
souche MW98-8C Pistes 1 - 4 : albumine extrait du plasma humain 

30 (Sigma) ddposfie k des concentrations croissantes ; O^jig, 0,6 ^g, 2;ig et 

6;igparpiste.pYG19(pr6pro-SAH),pYG23(Met-SAH)etpYG25(vec. 
teur) : chaque piste correspond k une quantity de prot6ine Equivalent k 
100^1 de la culture originale (approx. 2 x 10* cellules/ml), a), fractions 
solubles ; b), fr^ons insolubles ; c), sumageant de culture. 

35 Figure 21 :Immunor£v£lation d*un gel de polyaoylamide k7J5 % transfers sur 
nitrocellulose comme ddcrit dans le texte. Piste 1 - 5 : albumine extraite 
du plasma humain (Sigma) qui a 6t& dissous dans un milieu YPD k des 
concentrations varices et pr6dpit£ avec du TCA (5 % concentration fi- 
nale) covamt d6crit Les 6diantillons de la gamme SAH ont done 6x6 
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trait^s de la mfime fia^n que les sumageants de culture. Dans les deux 
cas, les d6pdts de gel correspondent k des volumes Equivalents. 1), prd- 
dpitation i une concentration de 100 mg/1 ; 2), 50 mg/1 ; 3), 25 mg/1 ; 4), 
12^ mg/1 ; 5). 0,6 mgA pYG19 (pr6pro-SAH) et pYG23 (Mct-SAH) : 
chaque piste correspond k une quantity de protfines Equivalent k 20 yl 
(k la culture originale (^rox. 2 x 10^ cellules/ml), a), sumageant de cul- 
ture ; b), firactions insolubles ; c), fractions solubles. 
Fxgore 22 :Gel de polyaciylamide & 8^ % apris coloration au bleu de coomassie 
dEmontrant la dnEdque de Texcrdtion de la SAH i partir de la souche 
MW98-8C 

A, piste a*e : albumine extraite du plasma humain (Sigma) qui a 6x6 
dissous dans du milieu YPD k des concentrations varices et pr6dpitEe 
avec du TCA (5 % coQcentradon final) comme d6crit (voir lEgende de la 
figure 21). 1), precipitation & une concentration de 6 mg/I ; 2), V2J5 mg/ 
1 ; 3), 25 mg/1 ; 4), 50 mg/1 ; 5), 100 mgA pYG19 : excrftion de la SAH 
k partir du plasmide pYG19 et en foncdon de I'&ge de la culture, 16-61 
beorescomme iQdiqu£.Qiaque Ecbantillon corre^nd ^FEquivalentde 
160pl de sumageant de culture. 

B, pistes a -e : albuiniiie extrait du plasma hmnain (Signia) dEposde i des 
concentrationscroissantes;0,4;ig,Qi6jag,Q,8;ig, l,Ojiget U2pgparpiste. 
pYG19 : excr6tion de la SAH k partir du plasmide pYG19 et en fonction 
defflge de la culture, 72-240 beiires comme indiqu6. Chaque Echantillon 
correspond requxvalent de 25^ de sumageant de culture. 

Figure 23 : A. reprdsentation graphique de la dnfitique d'excretion de la SAfi k 
partir de la soucbe MW98-8C transform£e avec le plasmide pYG19 et 
cultivte en eriemneyer comme indiqu6 dans le texte. La concentration de 
ralbumine d£tect£e dans le milieu de culture (mg/I) est representee en 
fonction du temps (heures). Les r6sultats de quatre experiences indepen- 
dantes sont representes. 

B, courbe de croissance de la soudie MW98-8C transformee avec le 
plasmide pYG19. 

Figure 24 : Techniques eiectrophoretiques (S = standard, L = albumine de levure). 

A- PAG&-SDS(Pbastgel,Pbarmada,gradient8-25%)colorationaux 
sels d*argent S e 1 ;ig, L : de 0,05 i 0,25 ;ig 

B - Isoeiectrofocalisation (Fhast gel, pH 4,5-6,0), coloration au bleu de 
coomassie, depdts = l^g. 

C - PAGE SDS (7,5 %), coloration au bleu de coomassie. 
S «^ 02- l,0;ig, L - 025-2,5 ;ig 
Figure 25 :Chromatogniphie d'echange d'ions » Mono Q (Pharmada). En bas: 
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SAH levure 40^g ; en haut : SAH standard SO;ig 
Figure 26 lOiromatographie en phase inverse = Nudeosil C4, a), SAH standard ; 
b), SAH levure. 

Figure 27 : SpectromStric d*6mission de fluorescenccdu tryptophane. En trait plein: 
5 SAH standard ; en pointiUd : SAH levure. 

Figure 28 : Stability thermique k 75*C En trait plein : SAH standard ; en pointille: 
SAH levure. 

Figure 29 : Regions de Talbumine reconnues par les diffirents anticoips monodo 
naux utilises pour la caract£risation antig^nique. 
10 Figure30 : Courbes d'inhibition, vis-^-vis des neuf anticorps monodonaux (voir 
texte) : pourcentage d'inhibition en foncdon de la concentration en 
albumine (pg/ml) : □ , SAH standard ;■ , SAH levure. 
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REVENDICATIONS 

1 - Procfide de preparation microbiologique de la s6rum albumine hximaine 
(SAH) ou de Fun de ses variants caracterisfi en ce que Ton cultive une levure capable 
d'assurer le maintien stable d'une cassette d'e3q)ression comportant au moins un 

5 marqueur de selection des levures transformfies, FADN du g^ne de structure de 
SAHfusionnfi k des sequences permettant son expression dans la levure et 6ventuel- 
lement Texcrfition de la protdine encodee par ce gine dans le milieu de la culture. 

2 - Proc6d6 selon revendication 1 caract6rise en ce que la cassette d'expression 
est int6gr^e dans le genome de la levure. 

10 3 - Proc6de selon revendication 1 caract6ris6 en ce que la cassette d'e:q)ression 
fait partie d'un plasmide comportant un systime de replication fonctionnant dans la 
levure et assurant le maintien stable de ladite cassette dans cette levure. 

4- Proc6d6 selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caract6Tis6 en ce que les 
levures sont choisies dans les genres Sag<:^arPTnygc5 et Kluweromvces. 

15 5- Procfidfi selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caract6ris6 en ce que la 
levure est choisie dans le genre Huyveromyces . 

6 - Proc6d£ selon I'lme des revendications 1, 2 ou 3 caractfris^ en ce que la 
levure est choisie parmi toutes les varietfis de Kluweromvces marxianus. 

7 - Proc6d6 selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caractdrisfi en ce que la 
20 levure est Kluweromvces mandanus v ar. lactis. 

8 - Proc6d6 selonl'une des revendications 3k7 caract6rise en ce que le syst6me 
de replication f oncdonnant dans la levure est tout ou parde du plasmide pKD 1 isol6 
de Kluweromvces marxianus var. drosophilanim ou tout ou partie du plasmide 2ji 
isole de Saccharomvces cerevisiae ou une combinaison d'ei6ments d6rives du 

23 plasmide pKDletdu plasmide 2 jj. 

9 - Precede selon Tune des revendications 3, 6, 7 ou 8 carart6rise en ce que le 
syst&me de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie de la sequence 
du plasmide pKDl. 

10- Procddd selon Tune des revendications 3, 5, 6, 7, 8 ou 9 caract6ris6 en ce 
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qu'une cassette d'e3q>ression selon la revendication 1 ou un marqueur de selection 
est issiri dans une r6gion jde 197 pb d^finie par les sites Sad et Mstll de pKDl. 

11 -Txo(£d6 selon Tune des revendications 1 ^ 10 caract6ris£ en ce que les se- 
quences pennettant Fesqnession du gine de structure sont choisies panni les 
5 promoteuTS deriv^es des gines de levures du genre Saccharomvces ou KluweroTnv- 

12- Pn>c6d6 selon revendication 11 caract£ris£ en ce que ces promoteurs sont 
Mrh^ i^^ g^ne?; glycnlytiqiies de levares du genre Saccharomyces ou Kluwero- 
myces . 

10^ D - Proc£d£ selon revendication 12 caract£ris£ en ce que les sequences 
pennettant Texpression du gtae de structure sont choisies parmi les gines codant 
pour la pboq)hoglycerate kinase (PGK)^ la giyc£rald£fayde*3-phosphate dest^dro- 
g6na^ la lactase, Tenolase ou Talcool destaydrog^nase. 

14 « Froc£d6 selon reveiKlication 13 caract£ris6 en ce que les sequences 
15 pcirmettant re3q>ression du gine de structure proviennent du g&ne codant pour la 

phosphogilycfrate kinase. 

15 - Ptoc£d£ selon Tune des revendications 1 & 14 caractirisi en ce que les 
s£quexu« permettam r jocrition de la prot6izie h6t£rologue son^ parmi 
r extension N-tenninale naturell<^ ''prdpro* de r albumine et les sequences obtenues 

20 k partir des gftnes de levure codant pour la ph6romone alpha ou la toxine Idller". 

16 - Proc6d6 selon revendication 15 caract£ris6 en ce que la s6quence 
permettant rexcr£tion de la SAH est I'extension tenninale naturelle "^r^pro" de I'al- 

■ busnne* 

17 - Proc6d6 selon Ihme des revendications 1 & 16 caTact6ris£ en ce que les 
25 siquences permettant la selection des levures transformies sont choisies parmi les 

gines iQ^ortant lar^dstanoeauxantibiotiquesouauxions cuivre. 

18 - Proc6d£ selon revendication 17 caract^ris^ en ce que la sdquence de 
selection est un gine appanant la resistance k la G418. 

19 - Proc£d6 selon revendication 18 caract6ris6 en ce que la sequence de 
30 s£Iecti(m est une fiision entre le promoteor kl du plasmide lin6aire de hsSk et 
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raminoglycoside phosphotransKrase du transposon Td903. 

20 - Le plasmide pYG19 caract6ris6 en ce qu*il comporte le plasmide pKDl, 
TADN de la prSpro-SAH, les sequences d'imtiation et d'arret de la transcription du 
ghnt codant pour la phosphoglyc6rate kinase et les sequences d'une fusion entre le 

5 promoteur pkl du plasmide lineaire kl de Kluweromvces lactis et le g^ne de la 3'- 
aminoglycoside phosphotransferase de T n903. 

21 - Le plasmide pYG23 caract6ris6 en ce qu'il comporte le plasmide pKDl, 
FADN de la Met-SAH, les sequences d'initiation et d'arrSt de la transcription du 
gine codant pour la phosphoglycerate kinase et les sequences d'une fusion entre le 

10 promoteur pkl du plasmide lineaire kl de £ marTrianus var . lactis et le gSne de la 
3'-aminoglycoside phosphotransferase de Tn9Q3 . 

22 - La levure K» marrianus var. lactis MW98-8C 

23 - La levure K marrianus var. lactis MW98-8C transform^e par le plasmide 
pYG19. 

15 24>LalevureKluweromvcesmanrianusvar, )q<;!tis\fWQ«-Sr:tTflngfnrTriA^,par 

le plasmide pYG23. 

25 - La sfirum albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par le procfidfi selon 
Tune des revendications 1 i 19. 

26 - La s6rum albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par culture dans des 
20 conditions appropri^es de la levure selon les revendications 23 et 24. 

27 - Application de la s^rum albumine humaine selon les revendications 25 ou 
26 i titre de medicament 

28 - Le plasmide pKan-707. 
29 -Le plasmide CXJL 
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tetLysTrpValTh rPhe lleSerLeutouPheLeuPheSerSerJdaT^ 

AAGCnaTGMGTCGGTftACCTTTATTTCCCT^^ 

1 ^1 21 31 41 51 61 71 

ArjLspftlaaisIysSerGIuVaa AT nH^ aArsPheLyaJVapLeoGlyQluGluAsnPheLyaAlaLeuValLeu 

76 86 96 106 116 126 136 146 

i leA l aPhe MAGlnTyrLeiuGlriGlaCysProPheGluftapHigValLysLeuV^ 
iUrTGCCTTTGCTOWSI&3CTTCAGCA6T(n:C^ 
151 161 - 171 181 191 201 211 221 

MaLysThrC^a^V^lMaAspGluSerAlaGluAsnC^ 
226 236 246 256 ' 266 276 286 296 

Cysltii^VlBaAlaThrLeuArgGluIhrTyrGlyGluMetJ^ 

301 311 321 331 341 351 361 371 

GluCy gPheLeoGl iiHlBLya&spRapftsnPrQtenL^ 
GAAIGCTTCTTGCAACftCAAASAXGAC2^AT^^ 
376 366 396 406 416 426 436 446 

T hraiaPbeHl steiAsnGluGluThr PheLei jLysLysTyrl^^ 
. 451 : 461 471 481 491 501 511 521 

lyrAlaProGluXigu LeiiPh^heA laLysArgTyrlyaAlaAlaPheThrt 
526 . 536 546 556 566 576 ■ 586 596 

AlaM^Cy sLgulittti ProLysL^^ 
601 611 621 631 641 651 661 671 

CysAlaSerIieu6iiiLy3PheGJ.yGliArgAlaPheIyaAlaTrpR^ 
676 686 696 706 716 726 736 746 

751 761 771 781 791 601 811 821 

LeuIieciGIttCVBAlaAgpRspArgRT aAisyLeuAlalyaTyrlleCyoGlutonGliAgpSerlleSerSerLya 

826 83jS 846 856 866 876 886 896 

LeaXyaGltaCysCVsGluLyaPr D L ea L Btt GluL 

901 . 911 921 931 941 951 961 971 

976 986 996 1006 1016 1026 1036 1046 

ValPhaI^8u Gly MBtJ'heLe\jgy rGluTyrAla&rg^^ 
GTClltrrrGGGCAltalVlTiVilATCMkX?^^ 
1051 1061 1071 1081 1091 1101 1111 1121 
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MaLysThrTyrGluThrThrLeuGluLysCysCysMaAlaAlaAspProHisGluCysTyr^ 
GCCAAGflCATATGAAACCACTCTACaGAAGTGCTGTGCCGCTGCA^ 
1126 1136 1146 1156 1166 1176 1186 1196 

AspGluPheLysProl^uValGluGluProGlnAsnLeuIleLysGlnAsnCysGluLeuPheGluGlnLeuGly 
GATGAAlTTAAACCTCTTGTGGaAGftGCCTCaGAA^ 
1201 1211 1221 1231 1241 1251 1261 1271 

GluTyrLysPheGlnAsnMaLeuLeuValArgTyrThrLysLysValProGlnValSerl^^ 
GAGlACaAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTiaCACCi^^^ 
1276 1286 1296 1306 1316 1326 1336 1346 

GluValSerArg?^nLeuGlyLysValGlySerLysCysCysAsriProGluAlaLysArg^feti»roCy^ 
GAGGTaXaAGAAACCTAGGAaAAGTGGGCAGCAAA^ 
1351 1361 1371 1381 1391 1401 1411 142L 

AspTyrLeuSerValValI.euAsnGlnLeuCysVall«uHisGluLysThrProValSerAspArgfVal^ 
GACIATCTAXCCGTGGTCCTGAACCaGTT^mn^ 
1426 1436 1446 1456 1466 1476 1486 1496 

(^sCysThrGluSerLeuValJ^n&rg&rgProCysPheSerAlaI«uGluVaiaspGlu 
TGCTGCACiU3ARTCCTTGGTGAaaU3GCG3^C^^ 
1501 1511 1521 1531 1541 1551 1561 1571 

GlighgasiAlaGluThrPheThrPhf*H1 sAI aRspIleCysThrLexaSerGluLysGluArgGlnlleLysLys 
GAGTTaaRTGCTGAAACAarKaCC^ 
1576 1586 1596 1606 1616 1626 1636 1646 

GlniairMaLeuValGliiLeuValLysHisLy^roLysAlaThrLysGluGlnL^ 
CAAACTGCACTTGTTGAGCTTGTGAATUiy^^ 
1651 1661 1671 . 1681 1691 1701 1711 1721 

PheAlaA laPheV alGluLysCysC^LysAlaAspAspLysGluThrCysPheAlaGluGluGlyltysLysI^^ 
TTCGCAGCTTTIGXAGAGAAGTGCTGCWUSGCTGA^^ 
1726 1736 1746 1756 1766 1776 1786 1796 

ValAlaAlaSerGlnAlaAlaLeuGlyLeu*** 
GTTGCTGCAAGTCAAGCTGCCTTaGGCTTRTJ^^ 
1801 1811 1821 1831 1841 1851 1861 1871 

AAAGAAAA3GAAGATCA»VAGCTT 
1876 1886 1896 
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